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摘要 :【 目的 】 通 过 对 吨 甲 科 (Elateridae) 昆虫 核糖 体 28S rDNA 基因 片段 序列 进行 比较 ,从 分 子 水 平 研 究 郧 甲 科 屁 
虫 的 系统 发 育 关 系 , 并 和 传统 分 类 结果 相 比 较 ,为 我 国 旷 甲 科 分 类 系统 的 论证 和 进一步 修订 奠定 基础 。【 方 法 将 
目测 的 我 国 9 种 ( 含 两 个 地 理 种 群 ) 共 10 个 号 甲 科 昆 虫 样品 的 28S rDNA 基因 片段 序列 与 GenBank 报道 的 32 ЖП 
甲 科 昆 虫 进行 同一 性 比较 ,用 DNAStar Lasergene v 7.1.0 和 MEGA4.0(NJ 法 .MP 法 和 ME 法 ) 构 建 分 子 系统 发 育 
树 。【 结果] 在 获得 的 890 bp 的 序列 中 ,保守 位 点 477 个 , 占 全 部 位 点 的 56. 1% ;简约 位 点 291 个 , 占 全 部 位 点 的 
34.2% ;G +C 的 平均 含量 为 63.9% ,明显 高 于 A €T ГУ, ҖЕН Мн G 和 C; 转 换 (transition) 稍 高 于 其 
ff ( transversion) 。 遗 传 距离 分 析 表 明 印 甲 科 昆虫 各 亚 科 内 各 种 间 和 遗传 距离 在 0.000 ~ 0. 130 之 间 变 动 ,明显 小 于 各 
亚 科 之 间 的 遗传 距离 。 不 同 的 系统 发 育 树 都 支持 凶 甲 科 为 一 单 系 群 ,并 将 10 个 亚 科 聚 为 4 个 聚 类 簇 : 聚 类 簇 T ON 
梳 爪 是 甲 亚 科 (Melanotinae) + HN HH xp fL ( Elaterinae ) , RX IR II 2 f&i 25 HJ ЕН ЧҮ Б Agrypninae) + 3 HN E УУ} 
(Pyrophorinae) + È% HF H[ FH wp Lb ( Conoderinae ) , R 2$ $ M X 7| HE FH. NE SE ( Negastriinae ). + ДУ Ji FI P МУ} 
( Cardiophorinae ) , R $ IV X d jeg HN FH. NE SE ( Denticollinae ) + 22 8jj PN EH Ny P} ( Oxynopterinae ) ЖП 5$ ff Hp EH. NF RE 
(Pityobiinae) 。 它 们 来 源 于 2 NLR, 36 3&1 BERARI, cR 2 BL NES TT. RAF Ш ЯП ЖЕ 2S N , m 
Senodonia quadricollis ki Ii 5E Jj — ж-ы HA HER Ж 4. 【结论 】 本 研究 证 实 了 过 去 基于 成 虫 和 幼虫 形态 为 基础 
的 分 类 系统 的 基本 合理 性 ,一 是 吨 甲 科 为 一 单 系 类 群 ;二 是 趾甲 科 可 明显 地 分 为 4 个 复 群 ;三 是 心 盾 邵 甲 亚 科 
(Cardiophorinae ) 为 一 单 系 类 群 ,但 其 他 许多 亚 科 存在 并 系 的 情况 ,特别 是 Senodonia quadricollis 的 归属 还 需 进 一 步 
论证 。28S rDNA 序列 分 析 是 一 种 很 好 的 研究 吨 甲 科 从 种 级 到 科 级 各 类 群 间 的 系统 发 育 关 系 的 方法 。 
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Molecular phylogenetic analysis of Elateridae ( Insecta: Coleoptera ) 
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Abstract: [Aims] To study the molecular phylogenetic relationships of click beetles ( Elateridae) based 
on partial sequences of nuclear 28S ribosomal DNA and comparison with traditional taxonomy results. All 
these could lay the foundation for the confirmation and further amendment of classification of Elateridae. 
[ Methods] The fragments of 28S rDNA gene were sequenced from 10 samples for 9 species ( including 
two geographical populations) , of Elateridae, and the sequences for other 32 species of Elateridae were 
downloaded from GenBank. Molecular phylogenetic trees were reconstructed using software DNA Star 
Lasergene v 7. 1. 0 and MEGA4.0 (NJ, MP and ME methods). [Results] Sequence analysis showed 
that there were 477 conserved sites, occupying 56. 1% of all sites, and 291 parsim-informative sites, 
occupying 34. 2% of all sites. The average content of С + C was 63. 996 , obviously higher than A +T, 
showing that the base compositions were biased in favor of С + C. Transition value 15 slightly higher than 
transversion. The genetic distances within subfamilies ranged from 0. 000 to 0. 130, which were obviously 
smaller than that among subfamilies. The molecular phylogenetic trees indicated that the 10 subfamilies 


analyzed were divided into four clades: clade [ included Elaterinae and Melanotinae, clade [| included 
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Pyrophorinae, Agrypninae and Conoderinae, clade [| included Cardiophorinae and Negastrinae, while 


clade [V included Denticollinae, Oxynopterinae and Pityobiinae. All ingrou Ptaxa formed two lineages: 


lineage 1 (clade [ ) and lineage 2 (clades II. + M + IV). Senodonia quadricollis always represented a 


single lineage, which was separated obviously from other click beetles. [ Conclusions] This study 


confirms that traditional taxonomy based on the morphological characteristics of adults and larvae is 


feasible. At first, the family Elateridae has been proved to be a monophyletic group. The second, the 10 


subfamilies of Elateridae can be distinctly divided into four clades. 


The third, the subfamily 


Cardiophorinae has been proved to be a monophyletic group, but the other subfamilies were found to be 


paraphyletic groups, and especially the assignment of Senodonia quadricollis needs further study. The 


analysis of 285 rDNA gene sequence is proved to be a good way to study the phylogenetic relationships of 


click beetles. 
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HJ FEE ( Elateridae ) JÆ $H t8 Н ( Coleoptera ) 多 食 亚 
H ( Polyphaga) IHP ŠP Elateroidea) ‚ЦУ H ER rH 
的 一 个 大 科 , 全 世界 已 知 10 000 余 种 ,我 国 已 记述 800 
余 种 , 含 化 石 种 。 该 科大 多 种 类 属 植 食性 地 下 害虫 ,可 
危害 多 种 农作物 、 采 树 、 林 木 、 中 药材 、 牧 草 等 ,给 农林 、 
牧 业 生产 带 来 较 大 影响 ,但 也 有 少数 捕食 性 种 类 ,可 作 
为 生物 防治 开发 利用 的 天 敌 资 源 ( 江 世 宏 和 王 永 书 ， 
1999) 。 过 去 , 吨 甲 科 的 分 类 主要 是 依据 成 虫 的 外 部 形 
态 特 征 。1857 年 ,法 国 昆 虫 学 家 Lacordaire ( 1857 ) 提出 
依据 成 虫 外 部 形态 对 吨 甲 科 昆 虫 进 行 分 类 存在 很 大 困 
难 , 但 许多 分 类 学 家 仍然 以 成 虫 外 部 形态 特征 进行 ,有 
些 学 者 也 结合 了 幼虫 外 部 形态 特征 和 外 生殖 需 的 解剖 
结构 ,分 别提 出 了 印 甲 科 的 分 类 系统 。 即 甲 科 的 分 类 
系统 先后 出 现 了 Candeze (1857 ,1859, 1860, 1863 ) 的 8 
亚 科 系统 、Schwarz (1906a,1906b, 1907) 的 28 ERLA 
统 、Hyslop ( 1917) 的 4 亚 科 系统 、Schenkling ( 1925, 
1927) 的 29 亚 科 系统 、Crowson ( 1960) 的 6 亚 科 系统 、 
Ohira( 1962) 的 12 亚 科 系统 、Stibick(1979) 的 11 亚 科 系 
统 以 及 Kishii(1987) 的 12 亚 科 系统 。 我 国学 者 对 即 甲 
科 的 分 类 研究 始 于 20 世纪 初 ,多 是 以 名 录 的 形式 记录 
T FI FF НУ p (Liu, 1932) ,日 本 学 者 Miwa 
(1934) ERIRE Y ERIS BA HDATREAS ,TLIEZE 1985 年 
开始 研究 大 陆 的 吨 甲 科 分 类 ,并 发 表 了 部 分 新 种 ,国外 
学 者 目前 仍 有 中 国 吨 甲 科 新 种 发 表 。 江 世 安 和 王 永 书 
(1997) 按 照 Kishii(1987) 系 统 出 版 了 中 国 经 济 吨 甲 图 
i). WE B B] HJ E Ж ARM Jo 89H DD ER 
( Oxynopterinae ) „ҖЕП FH NV SE ( Agrypninae ) | z8 Hp FH 
亚 科 (Pyrophorinae ) 、 单 叶 遇 甲 亚 科 (Conoderinae )、 异 角 
HE FR EE ( Pityobiinae ) 、 胖 遇 甲 亚 科 (Hypnoidinae ) 、 具 
Hs] HE FH y TRE ( Denticollinae ) ~ PN FH Jy fl ( Elaterinae ) 、 露 
JE: HI FH. УУ Ж ( Oestodinae ), dii JK HD FB Xp B 
( Melanotinae) MEIN I Sl ( Negastriinae ) . 心 盾 吨 甲 亚 


PHC Cardiophorinae ) 55; 12 个 亚 科 ,并 以 成 虫 的 形态 特征 
探讨 了 它们 之 间 的 亲缘 关系 ( 江 世 安 和 早晨 雷 ,2001) 。 

近日 , 随 着 分 子 生物 技术 的 迅猛 发 展 ,使 得 从 分 
子 水 平 ,特别 是 从 遗传 物质 DNA 的 分 子 结构 来 探讨 
生物 各 个 类 群 间 的 系统 发 育 关 系 成 为 可 能 。28S 
rDNA 是 编码 细胞 质 核糖 体 大 亚 基 中 28S rRNA 的 基 
,由 于 其 重要 的 生物 学 功能 ,在 进化 过 程 中 比较 保 
守 , 同 时 在 保守 序列 中 也 含有 12 个 高 变 区 ,适合 于 从 
种 到 科 级 水 平 上 的 系统 发 育 关 系 人 研究 ,这 在 昆虫 许多 
类 群 的 分 类 人 研究 中 已 得 到 验证 ,在 员 甲 科 的 系统 发 育 
关系 研究 中 已 有 学 者 开始 涉足 ,如 日 本 的 Sagegami- 
Oba 等 (2007) 通过 构建 员 甲 科 昆 虫 的 分 子 系统 发 育 
Ж ,探讨 了 吨 甲 科 生 物 发 光 ( bioluminescence) 特 性 的 
演化 ;捷克 的 Bocakova 55 (2007) 成 功 扩 增 了 即 甲 类 
(Elateriformia) 昆 虫 28 科 112 种 的 28S rDNA ,以 及 
18S rDNA ,16S rDNA 和 COI 基因 片段 ,在 序列 分 析 的 
基础 上 构建 了 分 子 系统 发 育 树 ,分 析 了 各 科 之 间 的 系 
统 发 育 关系 ,并 对 该 类 昆虫 的 生物 发 光 、 幼 体 性 熟 
(neoteny ) 等 特性 的 演化 进行 了 分 析 。 本 人 研究 通过 对 
我 国 部 分 吨 甲 科 昆 虫 28S rDNA ÆA R EKI PCR 扩 
增 \ 序 列 测定 ,结合 已 报道 的 邑 甲 科 昆 虫 28S rDNA 基 
因 片 段 序 列 \ 应 用 多 种 方法 构建 分 子 系统 树 , 以 期 能 
从 分 子 水 平 研 究 邑 甲 科 昆 虫 的 系统 发 育 关 系 ,为 我 国 
吨 甲 科 分 类 系统 的 论证 和 进一步 修订 黄 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 研究 材料 

本 人 研究 所 用 吨 甲 种 类 标本 来 源 见 表 1 ,采集 的 
标本 均 用 10096 乙醇 浸泡 ,并 置 于 -70% 超低温 冰 
箱 中 保存 备用 。 其 他 种 类 285 rDNA 序列 搜索 日 
GenBank, 
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X1 样品 采集 信息 及 28S rDNA 基因 片段 序列 GenBank 登录 号 
Table1 The information of sample collection and the GenBank accession no. of 28S rDNA fragments 
分 类 单元 样品 产地 


Taxa Collection location 


GenBank 登录 号 


文献 出 处 


GenBank accession no. Reference 


HE FH SI Elateridae 
ZRS AN FH ЧҮЛ. Oxynopterinae Candeze 


Campsosternus matsumurae Miwa, 1929 日 本 :琉球 Japan: Ryukyus, Okinawa, Ishigaki AB231227 Sagegami-Oba et al., 2007 
Ж ЭППТЕН ЧЕ Б. Agrypninae Candeze 
Agrypnus montanus (Miwa, 1929) 广西 ,桂林 China: Guangxi, Guilin EU677185 本 文 This study 
Agrypnus bipapulatns ( Candeze, 1865) 湖北 , 罗 田 China: Hubei , Luotian EU677187 本 文 This study 
Pyrophorus pisticus ( Costa, 1972) 巴拿马 : 圣 菲 Panama: Santa-Fe AB231278 Sagegami-Oba et al., 2007 
Pyrophorus noctilucus ( Linnaeus, 1758) 巴拿马 : 圣 非 Panama: Santa-Fe AB231277 Sagegami-Oba et al. 2007 
Pyrophorus clarus ( Germar, 1841) 秘鲁 : 萨 蒂 泌 Peru: Satipo AB231276 Sagegami-Oba et al., 2007 
Rismethus ryukyuensis Ohira ‚1999 日 本 :琉球 Japan: Ryukyus, Okinawa, Ishigaki AB231281 Sagegami-Oba et al., 2007 
Agrypnus scrofa scrofa ( Candeze, 1873) 日 本 :四国 Japan: Shikoku, Ehime, Shuso AB231220 Sagegami-Oba et al., 2007 
Adelocera difficilis ( Lewis, 1894) 日 本 :本州 Japan: Honshu, Nara, Nara AB231216 Sagegami-Oba et al., 2007 
ЖЕШТЕН ЧҮ Pyrophorinae Candeze 
Cryptalaus larvatus ( Candeze, 1874) ГР: ЛЬШ China: Guangxi, Maoer Mountain — EU677186 本 文 This study 
Cryptalaus larvatus ( Candeze, 1874) 湖北 : 罗 田 China: Hubei , Luotian EU677188 本 文 This study 
Cryptalaus larvatus pini ( Lewis, 1894) 日 本 :琉球 Japan: Ryukyus, Okinawa, Ishigaki AB231233 Sagegami-Oba et al., 2007 
Tetrigus lewisi 日 本 :本州 Japan: Honshu, Aichi, Nagoya AB231286 Sagegami-Oba et al., 2007 
PAMEN EH EE Conoderinae Fleutiaux 
Conoderus sp. 美国 :加 利 福 尼 亚 州 USA: California, Berkeley AB231230 Sagegami-Oba et al., 2007 
异 角 邑 甲 亚 科 Pityobiinae Hyslop 
Pectocera fortunei Candeze, 1873 日 本 :九州 Japan: Kyushu, Fukuoka, Seda AB231267 Sagegami-Oba et al., 2007 
Ta Hf] HE FP ERI Denticollinae Reitter 
Senodonia quadricollis Castelnau, 1836 ГР: ЛЬШ China: Guangxi, Maoer Mountain EU677182 本 文 This study 
Selatosomus puerilis ( Candeze, 1873) 日 本 :本州 Japan: Honshu Yamanashi, Hokuto AB231284 Sagegami-Oba et al., 2007 
Pseudocsikia sp. 中 国 :台湾 China: Central Taiwan, Chiayi AB231275 Sagegami-Oba et al., 2007 
Limonius eximius Lewis, 1894 日 本 :本州 Japan: Honshu, Kyoto, Miyama AB231252 Sagegami-Oba et al., 2007 
Actenicerus pruinosus Motschulsky, 1861 日 本 :本州 Japan: Honshu, Aichi, Owariasahi AB231215 Sagegami-Oba et al., 2007 
Athous subfuscus (O. F. Muller, 1767) wy A]: E BH Hungary: Sopron AB231226 Sagegami-Oba et al., 2007 
D FH IER} Elaterinae Leach 
Chiagosnius vittiger ( Heyden, 1887) 广西 : 猫 儿 山 China: Guangxi, Mao’ er Mountain — EU677179 本 文 This study 
Chiagosnius obscuripes ( Gyllenhal, 1817) 广西 : 猫 儿 山 China: Guangxi, Mao’ er Mountain  EU677180 本 文 This study 
Chiagosnius suturalis maculicollis 
( Candeze, 1863) 广西 : 猫 儿 山 China: Guangxi, Mao’ er Mountain — EU677183 本 文 This study 
Agriotes sericatus Schwarz, 1891 次 圳 :梧桐 山 China:Shenzhen, Wutong Mountain — EU677181 本 文 This study 
Vuilletus crebrepunctatus ( Nakane, 1959) 日 本 :四国 Japan: Shikoku, Ehime, Niihama AB231287 Sagegami-Oba et al., 2007 
Parasilesis musculus musculus 
( Candeze , 1873) 日 本 :本州 Japan: Honshu, Nagano, Ina AB231266 Sagegami-Oba et al., 2007 
Glyphonyx illepidius Candeze, 1873 日 本 :四国 Japan: Shikoku, Ehime, Hojo AB231245 Sagegami-Oba et al., 2007 
Ampedus optabilis optabilis ( Lewis, 1894) 日 本 :本州 Japan: Honshu, Nara, Yoshino AB231222 Sagegami-Oba et al., 2007 
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续 表 1 Table 1 continued 
分 类 单元 样品 产地 GenBank 登录 号 文献 出 处 
Taxa Collection location GenBank accession no. Reference 


HUREN P ESL Melanotinae Candeze 


Priopus ferrugineipennis 


ferrugineipennis ( Miwa, 1927) 
Melanotus legatus legatus ( Candeze, 1860) 


Melanotus tasuyensis Bates, 1866 


Melanotus koikei Kishii et Ohira, 1956 


Melanotus correctus correctus ( Candeze, 1865) 


Melanotus cete cete ( Candeze, 1860) 
INEN FB УУД Negastriinae Nakane et Kishii 


Fleutiauxellus curatus ( Candeze, 1873) 


Yukoana  carinicollis ( Lewis, 1894) 


Quasimus ovalis ( Candeze, 1873) 
Quasimus japonicus Kishii, 1959 
41d HE FF ESL Cardiophorinae Candeze 


Platynychus nothus ( Candeze, 1865) 


Paracardiophorus nakanei Ohira, 1997 


Cardiophorus pinguis Lewis, 1894 


日 本 :琉球 Japan: Ryukyus, Okinawa, Ishigaki 


日 本 :本州 Japan: Honshu, Aichi, Nagoya 
海南 :五 指 山 China: Hainan, Wuzhi Mountain 
日 本 :本州 Japan: Honshu, Aichi, Seto 

日 本 :本 州 Japan: Honshu, 

Aichi, Minamishitara 


日 本 :本 州 Japan: Honshu, Aichi, Okazaki 


日 本 :四 国 Japan: Shikoku, Ehime, Ochi 
日 本 :本州 Japan: Honshu, 

Aichi, Minamishitara 

日 本 :本州 Japan: Honshu, Aichi, Nagoya 
日 本 :本州 Japan: Honshu, Aichi, Nagoya 


日 本 :本州 Japan: Honshu, 


Aichi Minamishitara 
日 本 :本州 Japan: Honshu, Aichi, Hoi 
日 本 :本州 Japan: Honshu, Aichi, Nagoya 


P Mif Out group 
吉 丁 甲 科 Buprestidae 
矮 志 丁 甲 亚 科 Trachyinae Gavoy 
Aphanisticus yasumatsui Y. Kurosawa, 1954 
小 吉 丁 甲 亚 科 Agrilinae Laporte 


Coraebus quadriundulatus Motschulsky, 1866 


1.2 模板 DNA 的 提取 

用 无 菌 水 清洗 咖 甲 标本 2 ~3 次 , 取 前 胸 背 板 下 
的 肌肉 少许 , 置 于 1.5 mL 离心 管 中 , 加 入 600 pL 
TE 抽 提 缓冲 液 及 20 pg/mL 的 蛋白酶 ,用 研磨 株 
研磨 至 澄清 。 于 59 CIKi8 16 ~ 18 h, 其 间 摇 动 数 
次 。 然 后 用 酚 、 氯 仿 抽 提 , 乙醇 沉淀 ,用 70% 的 乙醇 
洗涤 沉淀 , 和 目 然 和 干燥。 最 后 加 入 100 pL TE # fR 
DNA , 置 于 -20€ 冰箱 保存 备用 。 
1.3 引物 设计 及 28S rDNA 基因 片段 的 扩 增 

28S rDNA 序列 片段 PCR 扩 增 引物 参考 Kim 等 


(2000) 的 设计 。 引 物 为 28501 ( 5- 
GACTACCCCCTGAATTTAAGCAT-33!) 和 28SR-01 


(5'-GACTCCTIGGTCCGTGTTTCAAGC-3') ,预期 扩 增 


日 本 :九州 Japan: Kyushu, Fukuoka, Seda 


日 本 :琉球 Japan: Ryukyus, Okinawa, Uruma 


AB231270 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231256 Sagegami-Oba et al., 2007 
EU677184 本 文 This study 

AB231255 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231254 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231253 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231243 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231288 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231280 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231279 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231269 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231263 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB231229 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB232646 Sagegami-Oba et al., 2007 
AB232645 Sagegami-Oba et al., 2007 


片段 长 度 890 bp。 引 物 由 宝生 物 工 程 ( 大 连 ) 有限 
公司 合成 。 

PCR 扩 增 反应 体系 为 :10 x buffer 2. 5 uL, 
MgCl, (25 mmol/L) 2. 5 uL, 5|% (25 mmol/L) 各 
0.5 uL,dNTP(2 mmol/L) 4 2. 5 uL, Taq DNA 聚合 
酶 (5 U/uL)O. LuL, Мм DNA 4 nkL, 加 ddH2O 至 总 
体积 25 uL, 

PCR 打 增 反应 条 件 为 :94Y 预 变性 1 min; 然 后 
按 下 列 参数 进行 35 次 循环 ,每 一 循环 包括 94°С 变 
性 1 min,50?C 退火 1 min,70% 延伸 2 min; 最 后 70% 
延伸 10 min。 扩 增产 物 用 1% BS BRE ЖЯ SE De FL UK 
检测 。 
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1.4 PCR 产物 回收 及 测序 

对 于 扩 增 效果 良好 的 样品 ,采用 宝生 物 工程 
(大 连 ) 有 限 公 司 的 凝 胶 回收 试剂 盒 进行 回收 ,回收 
产物 由 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公司 进行 序 
列 测定 。 
1.5 DNA 序列 数据 的 处 理 

应 用 软件 DNAStar Lasergene v 7. 1.0 中 的 
MegAlian 程序 进行 DNA 序列 信息 的 处 理 和 分 析 , 采 
用 Clustal W 方法 对 本 研究 所 获得 的 10 ЛЕП ЕН Ж 
虫 样品 的 28S rDNA 基因 片段 序列 与 GenBank 中 已 
公布 的 32 p FI ЕН ЖЫШ ШЫ 285 rDNA 基因 片段 序列 
( 表 1) 进 行 联 配 ,重建 系统 发 育 树 ;应 用 软件 MEGA 
4.0 软件 分 析 各 物种 间 28S rDNA 基因 片段 序列 的 
遗传 距离 、 碱 基 组 成 等 ,应 用 该 软件 中 的 Alignment 
程序 进行 DNA. 序列 信息 的 处 理 和 分 析 , 以 吉 丁 甲 科 
( Buprestidae ) 中 的 Aphanisticus yasumatsui 和 
Coraebus quadriundulatus 作为 外 群 ,采用 Clustal W 
方法 进行 多 序列 联 配 ,分 别 采 用 邻接 法 (neighbor 
joining，NJ)、 最 大 简约 法 (maximum parsimony, MP) 
和 最 小 进化 法 (minimum evolution, ME) 构建 系统 发 
育 树 ,并 比较 各 个 树 之 间 的 一 致 性 和 分 卜 点 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 序列 组 成 及 变异 分 析 

本 研究 共 测 定 了 吨 甲 科 昆 虫 9 种 及 两 个 地 理 种 
群 , 共 10 个 样品 的 285 rDNA 基因 所 段 的 序列 。 
PCR 扩 增 产物 大 小 为 890 bp ,与 预期 大 小 相符 ,部 
分 电泳 结 采 见 图 1。 





图 1 部 分 趾甲 科 昆 虫 PCR 扩 增 检测 结果 
Fig. 1 Gel electrophoresis assay for 28S rDNA 
1: Bj TEX] HE Negative control; 2: Hg ФЕН FH. Cryptalaus larvatus 
( Candeze) ; 3: ЭТ ПЕН Senodonia quadricollis Castelnau; 4: 茶 锥 尾 
HD FH Agriotes sericatus Schwarz; 5: ЩЙ 28 IN ЕН Agrypnus montanus 
(Miwa); 6: DNA 分 子 量 标准 DL2000 marker. 


上 述 样品 28S rDNA 基因 片段 序列 中 , 测 得 的 
碱 基 平 均 含 量 为 :A,18.79% ; T, 17. 496 ;G,34. 196 ; 
C,29.895; А+Т,36.1%;С € C,63.996, G4 C IA 
量 明显 高 于 A + 了 T, 和 碱 基 组 成 偏向 GC 和 C. fd 


( transition ) / ИЙ f ( transversion ) 平均 值 (R 值 ) 为 
1.801 ,转换 稍 高 于 颠 换 。 其 碱 基 组 成 特点 与 28S 
rDNA 完全 相符 。 系 统 发 育 分 析 的 851 个 位 点 中 ,其 
中 保守 位 点 477 个 , 占 全 部 位 点 的 56. 1% ,简约 位 
点 291 个 , 占 全 部 位 点 的 34.2% 。 
2.2 遗传 距离 分 析 

28S rDNA 基因 片段 序列 遗传 距离 分 析 结 有 果 表 
明 ( 表 2): 吨 甲 科 各 亚 科 内 种 间 的 遗传 距离 在 0. 000 
~0. 130 之 间 变 动 ,明显 小 于 各 亚 科 之 间 的 遗传 距 
Bi. HNE BE Elaterinae ) 内 各 种 之 间 的 遗传 距离 
为 0.003 ~0. 091 , Ej ЖЛ EN P NF RE ( Melanotinae ) 的 
遗传 距离 最 小 ; 梳 爪 号 甲 亚 科 (Melanotinae ) 内 各 种 
之 间 的 遗传 距离 在 0. 000 ~ 0.074 ZEZE ; RENN 
FP NE. F} ( Agrypninae ) 内 各 种 之 间 的 遗传 距离 在 
0.000 ~0.062 之 间 , Ej Sz HH FH VS E ( Pyrophorinae ) 的 
XT EB Eg c] oe TIE FH IUE ( Pyrophorinae ) 内 各 种 之 
间 遗 传 距离 最 小 ,遗传 距离 在 0.000 ~ 0. 047 之 间 ; 
T4 B HD FH Wy Ж ( Denticollinae ) 中 ，Senodonia 
quadricollis Ej Z XV. EE E: ftl Ph 2 zz [В] д fiz EB. ES TE 
0.108 «0. 130 之 间 变 动 ,而 其 他 种 类 之 间 的 遗传 距 
离 仅 为 0. 020 ~ 0. 057, 5 R 35 "D FH xp Ж} 
( Oxynopterinae ) 4I 5? ff HI FH NE f. ( Pityobiinae ) 之 间 
的 遗传 距离 较 小 。 
2.3 系统 发 育 分 析 

基于 趾甲 科 昆 虫 28S rDNA 基因 所 段 序列 , 采 
用 DNAStar 软件 构建 的 系统 发 育 树 (图 2); 用 
MEGA 软件 中 的 邻接 法 、 最 大 简约 法 和 最 小 进化 法 
分 别 构建 NJ 系统 发 育 树 (图 3)、MP 系统 发 育 树 
(图 4) 和 ME 系统 发 育 树 (图 5)。 几 种 方法 得 到 的 
吨 甲 科 昆 虫 分 子 系统 发 育 树 表明 所 有 即 甲 科 种 类 都 
聚 在 一 起 ,与 外 群 明显 分 开 ,充分 地 证 明了 吓 甲 科 的 
单 系 性 ,并 将 吨 甲 科 昆 虫 主 要 分 为 4 ЖЖ (Ж 
ASK | ~ WV ) ,它们 来 源 于 2 个 文系 ,文系 1 工 包 含 聚 
类 复工 ;文系 2 BERKI I RKA MRKI 
IV ,例外 的 是 Senodonia quadricollis 总 是 单独 作为 一 
支 与 其 他 类 群 并 列 。 采 用 DNAStar 软件 和 MEGA 
软件 中 的 NJ 法 、MP 法 构建 的 系统 发 育 树 将 文系 2 
THAM: RK I RARI + RAAN; 
采用 MEGA 软件 中 的 ME 法 构建 的 系统 发 育 树 则 将 
支 系 2 Лх ЖЖЖ + 亚 、 聚 类 得 TV 两 个 小 分 支 。 
聚 类 复工 包括 梳 爪 员 甲 亚 科 (Melanotinae) 7H HI FP W 
科 ( Elaterinae ) , Ж ЖЖ ПО t 2g Ip HE УР Ж} 
( Agrypninae ) "i H[] FH ER} ( Pyrophorinae ) 和 单 叶 印 
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Paracardiophorus nakanei 
Platynychus nothus 
Cardiophorus pinguis 
Fleutiauxellus curatus 
Quasimus japonicus 
Yukoana carinicollis 
Quasimus ovalis 
Actenicerus pruinosus 
Athous subfuscus 
Limonius eximius 
Pseudocsikia sp. 
Pectocera fortunei 
Campsosternus matsumurae 
Selatosomus puerilis 
Cryptalaus larvatus (Guangxi) 
Cryptalaus larvatus(Hubei) 
Cryptalaus larvatus pini 
Adelocera difficilis 
Agrypnus bipapnlatns 
Agrvpnus montanus 
Rismethus ryukyuensis 
Agrypnus scrofa 
Tetrigus lewisi 
Pyrophorus noctilucus 
Pyrophorus pisticus 
Pyrophorus clarus 
Conoderus sp. 
Melanotus cete 
Melanotus koikei 
Melanotus legatus 
Melanotus correctus 
Melanotus tasuyensis 
Priopus ferrugineipennis 
Chiagosnius obscuripes 
Chiagosnius suturalis maculicollis 
Chiagosnius vittiger 
Ampedus optabilis 
Vuilletus crebrepunctatus 
Parasilesis musculus 
Glyphonyx illepidius 
Agriotes sericatus 
Senodonia quadricollis 
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Clade M 
Cardiophorinae 
Negastriinae 


Clade IV 
Denticollinae 
Oxynopterinae 
Pityobiinae 


Clade I 
Agrypninae 
Pyrophorinae 
Conoderinae 


Clade I 
Melanotinae 
Elaterinae 


Fig. 2 Phylogenetic tree of Elateridae insects based on 288 rDNA sequences by DNAStar Lasergene v 7.1.0 


甲 亚 科 ( Conoderinae ) , R X $R TII E FEN ЕН ЧУЛ. 
( Negastriinae ) 和 心 盾 喇 甲 亚 科 (Cardiophorinae ) ‚Ж 
KFR IV Eu fri A B] FI ЕН VUE ( Denticollinae ) REH RI FR 
亚 科 ( Oxynopterinae ) 和 异 角 吨 甲 亚 科 (Pityobiinae ) , 
Arp Hp FH ЧУЛ. ( Oxynopterinae ) ЖП f6 ИП] ЕН УЧУ 
(Pityobiinae) 为 姊妹 群 。 在 各 聚 类 簇 中 ,同一 亚 科 
的 种 类 一 般 都 是 以 较 高 的 置信 和 度 优 先 聚 在 一 起 ,而 
Fleutiauxellus curatus, Selatosomus puerilis, Adelocera 
difficilis 和 Tetrigus lewisi 例外 ,这 也 说 明了 趾甲 科 中 
还 存在 有 大 量 的 并 系 群 亚 科 ,但 比较 各 树 中 可 以 看 
出 , 心 盾 吨 甲 亚 科 (Cardiophorinae ) 为 一 单 系 群 。 

从 上 述 系统 发 育 树 中 可 以 看 出 : 聚 类 徐工 中 , 即 
甲 亚 科 为 并 系 群 , 梳 爪 印 甲 亚 科 (Melanotinae ) 除 用 
DNAStar 软件 构建 的 系统 发 育 树 文 持 该 亚 科 的 单 系 
性 外 ,其 他 方法 构建 的 系统 发 育 树 支持 该 亚 科 为 并 
系 群 。 利 用 DNAStar 软件 分 析 发 现 , 梳 爪 邑 甲 亚 科 
( Melanotinae ) ЖП HJ FH МУ R} ( Elaterinae ) 成 员 分 为 两 
个 分 支 : ( Melanotus + Priopus ) + Chiagosnius + 


Ampedus + Vuilletus, ( Parasilesis + Glyphonyx) + 


Agriotes, NI 法 构建 的 系统 发 育 树 将 梳 爪 印 甲 亚 科 
Melanotinae ПИ ЕН ЧЛ. Elaterinae 成 员 分 为 4 个 分 
X: Priopus 单独 作为 一 个 分 文 , 位 于 基部 位 置 ; 
Melanotus + Ampedus; ( Parasilesis + Glyphonyx) + 
Agriotes ; Chiagosnius + Vuilletus, MP 法 则 将 其 分 为 
Melanotus + Ampedus + Priopus, (( Parasilesis + 
Glyphonyx) + Agriotes ) + ( Chiagosnius + Vuilletus ) 。 
ME 法 将 其 分 为 Melanotus + Ampedus + Priopus + 
( Chiagosnius + Vuilletus ) , ( Parasilesis + Glyphonyx ) 
+4errotes。 几 种 不 同 的 方法 都 支持 Parasilesis 和 
Glyphonyx 为 姊妹 群 。 
聚 类 艇 中 ,系统 发 育 树 分 析 结 果 都 支持 槽 颖 
HE FF ЧУБ ( Agrypninae ) ‚ЕПП FH EP} ( Pyrophorinae ) 
ЭЗЕ ЖЕЛЕ , ТУЖ ЛИ RII FPE EP Agrypninae) ‚ПЕН 
亚 科 ( Pyrophorinae ) £I 5& n И FH МЕД. ( Conoderinae ) 
分 为 两 ж: Pyrophorus + Conoderus, Cryptalaus + 
Adelocera + Agrypnus + Rismethus + Tetrigus, 4X. TE 
Agrypnus 和 Cryptalaus 属 下 分 文 存 在 较 小 分 歧 。 
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Priopus ferrugineipennis 
100, Melanotus cete 
70 Melanotus koikei 
70 Melanotus legatus 


22 28 Melanotus correctus 
Melanotus tasuyensis Clade 1 
Ampedus optabilis Melanotinae 
100 - Glyphonyx illepidius . 
Parasilesis musculus Elaterinae 


Agriotes sericatus 
Vuilletus crebrepunctatus 
Chiagosnius vittiger 
100 Chiagosnius obscuripes 
98 - Chiagosnius suturalis maculicollis 
Cryptalaus larvatus pini 
ryp 


100 talaus larvatus (Hubei), 
78 Cryptalaus larvatus (Guangxi) 
65 Adelocera difficilis 
| ! Agrypnus scrofa Clade ЇЇ 
67| 93] Rismethus ryukyuensis Agrypninae 


Г] Agrypnus montanus - 
1001 | 62 aet Agrypnus bipapnlatns Pyrophorinae 
1 Tetrigus lewisi Conoderinae 
Conoderus sp. 
~ Pyrophorus clarus 
99 Lj Pyrophorus pisticus 
97 !Pyrophorus noctilucus 
78 ‚ Yukoana carinicollis 


100 | -35 100 | Quasimus japonicus | ciae TI 
| uasimus ovalis 
Cardiophorus pinguis Cardiophorinae 
97 100 LI Paracardiophorus nakanei| Negastriinae 


92 Platynychus nothus 
Fleutiauxellus curatus 
Pseudocsikia sp. 


| 76 Actenicerus pruinosus Clade IV 
gg] —22 Athous subfuscus Denticollinae 
| Limonius eximius О teri 
Selatosomus puerilis xynopterinae 
74 Campsosfternus matsumurae Pityobiinae 
100 Pectocera fortunei 


Senodonia quadricollis 
Aphanisticus yasumatsui 
ЭР Coraebus quadriundulatus 
0.0] Substitutions/site 


图 3 采用 MEGA 软件 构建 的 用 甲 科 昆 虫 NJ 系统 发 育 树 
Fig. 3 NJ phylogenetic tree of Elateridae insects based on 285 rDNA sequences by MEGA 4.0 


Melanotus legatus 
| Melanotus correctus 
92 Melanotus koikei 
98! Melanotus cete | 
Melanotus tasuyensis 


P5 -Атрейиз optabilis Clade I 

riopus ferrugineipennis 

87 95. Pürasilesis sculus Melanotinae 
| Glyphonyx illepidius Elaterinae 


Agriotes sericafus 
- Vuilletus crebrepunctatus 
| Chiagosnius vittiger 
891. r Chiagosnius suturalis maculicollis 
g6: Chiagosnius obscuripes uu 
ptalaus larvatus pini | 
99 
ryptalaus larvatus (Hubei), 
Cryptalaus larvatus (Guangxi) 


Adelocera difficilis 
74 p- Rismethus ryukyuensis Clade ll 
rypnus scrofa Agrypninae 

| 83 Agrypnus montanus P hori 
97| | 73L Agrypnus bipapnlatns yropnorinae 

| Tetrigus lewisi Conoderinae 

Conoderus sp. 
95 Pyrophorus clarus 


98 Prop orus pisticus 
'yrophorus noctilucus 00 n 
73 Yukoana carinicollis 


100 uasimus japonicus 
n 2 ovelis Clade Ш 
23 Cardiophorus inguis kanei Cardiophorinae 
aracardiophorus nakanei T 
99 Ré Platynychus nothus Negastriinae 
Fleutiauxellus euratus 
Pseudocsikia sp. | Clade IV 
60 ,— Actenicerus pruinosus aae 
79] 2 ! Limonius eximius Denticollinae 
| Athous subfuscus . 
Selatosomus puerilis Oxynopterinae 
70 Campsosíernus matsumurae Pityobiinae 
100 ectocera fortunei 


Senodonia quadricollis uU | 
Aphanisticus yasumatsui 
100 Coraebus quadriundulatus 


图 4 采用 MEGA 软件 构建 的 即 甲 科 昆 虫 MP 系统 发 育 树 
Fig. 4 MP phylogenetic tree of Elateridae insects based on 28S rDNA sequences by MEGA 4.0 
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100, Melanotus koikei 
71 ! Melanotus cete 
70] Melanotus legatus 
98] | Melanotus correctus 
Melanotus tasuyensis 
Ampedus optabilis 
Priopus Jerrugineipennis 
uilletus crebrepunctatus 
| Chiagosnius vittiger 
99 Chiagosnius suturalis maculicollis 
9g! Chiagosnius obscuripes 
Agriotes sericatus 
Parasilesis musculus 
100 Glyphonyx illepidius 
99 


Clade I 
Agrypnus bipapnlatns 


Melanotinae 


96 | Elaterinae 


12L. Agrypnus montanus 
93] LL Rismethus ryukyuensis 
4 grypnus scrofa 
| Adelocera difficilis . 
84| Cryptalaus larvatus (Guangxi) 
| ryptalaus larvatus (Hubei) 
100 ; 
Cryptalaus larvatus pini 
etrigus lewisi 
Conoderus sp. 
100 Pyrophorus clarus 
55LPyrophorus noctilucus 
99! Pyrophorus pisticus 
93 Paracardiophorus nakanei 
100 Platynychus nothus 
Cardiophorus pinguis 
100 Fleutiauxellus curatus 
99 ! uasimus ovalis 
87 1061 ukoana carinicollis 
78 Quasimus japonicus 
100 ,— Campsosternus matsumurae 
80 L— — Pectocera fortunei 
Selatosomus puerilis 
98 Pseudocsikia sp. 
Limonius eximius 
100 Actenicerus pruinosus 
73 Athous subfuscus 
Senodonia quadricollis 
phanisticus yasumatsui 
.Coraebus quadriundulatus 


Clade J 
Agrypninae 
Pyrophorinae 


1001! 
-! Conoderinae 


Clade Ш 
Cardiophorinae 
Negastriinae 


Clade IV 
Denticollinae 
Oxynopterinae 
Pityobiinae 


ЖҮ Substitutions/site 


图 5 采用 MEGA 9xPLETJSERS RR E ME 系统 发 育 树 
Fig. 5 ME phylogenetic tree of Elateridae insects based on 28S rDNA sequences by MEGA 4.0 


RRR MF , 几 种 系统 发 育 树 分 析 绪 采 均 文 持 


( Actenicerus + Athous ) ) + ( Selatosomus + ( Pectocera 


JE FI FH FRE ( Cardiophorinae ) 7j X% Z& f£ , /]N HD FH E. 
PHC Negastriinae ) 为 并 系 群 。 利 用 DNAStar 软件 构建 
的 系统 发 育 树 将 该 类 群 成 员 分 为 两 个 分 文 : 
( Cardiophorus + ( Platynychus + Paracardiophorus ) ) 
+ Fleutiauxellus , Yukoana + Quasimus, NJ 和 MP Ж 
统 发 育 树 将 Fleutiauxellus 单独 作为 一 个 分 文 ， 


+ Quasimus ) + ( Cardiophorus + 
( Platynychus + Paracardiophorus ) ) 为 男 外 一 个 分 支 。 
ME 系统 发 育 树 则 将 其 分 为 3 个 分 文 : Cardiophorus 


+ ( Platynychus + Paracardiophorus ) , Fleutiauxellus , 


( Yukoana 


Yukoana + Quasimus , 

HZ IV F , REKIN ЕН EP ( Oxynopterinae ) 和 
异 角 郧 甲 亚 科 (Pityobiinae) 2H Jj — 1- КЕЕ, e 2) 
Tr ARD S КЕЛАДИ ИП FR. BE ( Denticollinae ) 为 并 系 
#fo DNAStar 软件 构建 的 系统 发 育 树 将 齿 胸 郧 甲 亚 
科 ( Denticollinae ) R$A H[] FH V 8L ( Oxynopterinae ) 和 
异 角 肌 甲 亚 科 (Pityobiinae ) 成 员 分 为 两 个 分 文 : 
( Limonius + ( Actenicerus + Athous ) ) + Pseudocsikia , 
Selatosomus + ( Pectocera + Campsosternus) „ NJ 95 4 


Pseudocsikia 单独 作为 一 个 分 支 , ( Limonius + 


+ Campsosternus) ) 为 男 一 分 支 。MP 树 与 NJ 树 分 支 
相差 无 几 , 亦 将 Pseudocsikia 单独 作为 一 个 分 文 ， 
( Athous + ( Actenicerus + Limonius ) ) + ( Selatosomus + 
( Pectocera + Campsosternus ) ) 28) 5—57 xc, ME 树 则 
将 之 分 为 3 R84 Ж: Selatosomus + ( Pectocera + 


Campsosternus ) , Pseudocsikia , Limonius + ( Actenicerus 


+ Athous ) 。 
3 讨论 


285 rDNA 序列 分 析 是 一 种 很 好 的 研究员 甲 科 
从 种 级 到 科 级 各 类 群 间 的 系统 发 育 关 系 的 方法 ,而 
且 完 全 可 以 得 到 重复 验证 ,结果 客观 。 从 上 述 系 统 
发 育 树 可 以 看 出 ,一 般 相同 属 的 种 类 都 是 优先 聚 在 
一 起 ,如 果 未 能 聚 在 一 起 , 则 必须 核查 是 否 是 鉴定 有 
误 ,或 是 该 种 的 归属 有 问题 ,并 进行 论证 和 修订 。 对 
于 一 些 属 的 归属 也 是 如 此 。 对 于 一 些 未 知 种 类 也 可 
采用 此 方法 来 确定 其 分 类 地 位 。 例 如 ,从 Cryptalaus 
larvatus 来 看 ,不 管 是 我 们 目 已 测序 的 不 同 地 理 种 
群 ,还 是 来 目 GenBank 的 日 本 亚 种 , 毫 无 疑问 ,都 是 
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优先 聚 在 一 起 。 

通过 28S rDNA 序列 研究 号 甲 科 系统 发 育 , 关 
键 是 足够 种 类 新 鲜 标 本 材料 的 获得 ,由 于 各 种 分 布 
不 同 , 有 时 很 难 采 到 某 个 属 的 所 有 种 类 ,因此 还 必须 
探讨 从 过 去 积累 的 干 制 标本 中 提取 和 分 析 285 
rDNA 的 方法 ,探讨 从 标本 足 中 提取 28S rDNA 的 方 
法 ,以 便于 留 下 标本 依据 ,避免 对 标本 材料 的 完全 
破坏 。 

关于 咖 甲 科 的 系统 演化 ,基于 28S rDNA 序列 
分 析 , 可 以 得 出 如 下 结论 :一 是 员 甲 科 为 一 单 系 类 
群 ;二 是 遇 甲 科 可 明显 地 分 为 4 个 簇 群 ,证 实 了 过 去 
基于 成 虫 和 幼虫 形态 为 基础 的 分 类 系统 的 基本 合理 
性 ,如 Hyslop ( 1917 ) , Ôhira ( 1962, 1999 ) , Stibick 
(1979) 等 的 分 类 系统 ,不 管 亚 科 数量 多 少 , 但 均 出 
日 4 个 大 的 分 文 ;三 是 在 各 个 复 群 所 包含 的 亚 科 中 ， 
心 盾 吨 甲 亚 科 (Cardiophorinae ) 始终 为 一 单 系 群 ,这 
与 基于 其 幼虫 腹部 具有 与 其 他 亚 科 幼虫 完全 不 同 的 
假 节 以 及 分 又 的 上 频 等 独特 的 特征 所 得 出 的 结论 完 
全 吻合 ,而 其 他 许多 亚 科 多 呈 并 系 的 状态 ,许多 代表 
性 的 属 的 归属 还 需 进 一 步 论证 ,特别 是 Senodonia 
quadricollis 在 传统 分 类 中 是 归属 于 齿 胸 郧 甲 亚 科 
( Denticollinae) 中 ,但 在 本 研究 中 它 并 没有 与 其 他 齿 
胸 喇 甲 亚 科 种 类 聚 在 一 起 ,而 是 单独 作为 一 支 与 其 
他 种 类 分 开 , 它 的 归属 问题 是 本 研究 与 传统 分 类 存 
在 差异 最 大 的 地 方 。 由 于 Senodonia 属 的 序列 仅 有 
一 种 , 尚 不 能 完全 说 明 问 题 , 还 有 待 获 得 Senodonia 
属 更 多 种 类 的 序列 进一步 研究 。 

应 用 不 同 软件 和 不 同方 法 构建 郧 甲 科 昆 虫 分 子 
系统 发 育 树 ,所 得 结果 大 体 一 致 ,只 是 细微 处 略 有 差 
异 , 如 何 取 人 钨 还 要 结合 传统 分 类 的 方法 , 反 过 来 ,也 
可 促进 传统 分 类 系统 的 修订 ,特别 是 对 于 大 量 存 在 
的 并 系 类 和 群 ,更 要 明确 各 个 属 种 的 分 类 地 位 ,逐步 使 
其 单 系 化 。 
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